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　 1．Follicular Helper T細胞とB細胞の抗体
産生における相互作用とメカニズムの解明
千葉大学大学院医学研究院　分化制御学講座　
　谷　口　俊　文　
はじめに
　現在においてもHIVやC型肝炎など，ワクチ
ンで予防できない感染症は多く存在する。効果的
なワクチン開発に直結する抗体産生に関する免疫
学的研究は必須である。
　ヒトは感染症など抗原刺激を受けると，細胞性
免疫と液性免疫の働きにより，抗原を排除しよう
とする。液性免疫の中心的な存在を担うのが濾胞
性ヘルパー T細胞（Follicular Helper T cell，以
下Tfh細胞）である。ナイーブCD4陽性T細胞
からTfh細胞への分化を決定づける転写制御因
子（マスターレギュレーター）はBcl6である事
が既に判明している。Tfh細胞は濾胞内へ移動
し，Bcl6を強発現する胚中心Tfh細胞（Germinal 
Center Tfh，以下GC-Tfh）へとさらに分化し，
その過程でB細胞と相互作用を起こしながら胚中
心を形成，抗体産生を誘導する。しかしながら抗
体産生に関するメカニズムは未だ不明な点が多
く，Tfh細胞に関する研究はあまり進んでいない。
我々はTfh細胞を in vitroで培養するシステムを
確立して，B細胞との相互作用に関わる分子生物
学的メカニズムで解明する研究を進めている。
　この相互作用で重要な役割を担うのがSLAM-
associated protein（SAP）である。SAP遺伝子
のノックアウト（KO）マウスはTfh細胞ができ
るものの，胚中心を形成するに至らないことが報
告されている。我々はBcl6 KOマウスにおける
SAPの発現が著しく低下していることを発見し，
Bcl6がSAPを制御しているのではないかと考え
た。本研究はそのメカニズムに迫る。
方　　法
　Bcl6 KOマウスとワイルドタイプ（WT）マ
ウスの脾臓より得られたナイーブCD4陽性T細
胞を in vitroでTh2細胞に分化させマイクロア
レイ解析を行った。Th2細胞に分化させる過程
で，Bcl6の発現とともにSAPの発現も増加す
る事が我々の教室における研究により判明して
いる。Bcl6 KOではSAPの発現WTと比べて著
しく低い。一方，マイクロアレイ解析をする過
程においてMyb-binding protein 1a （Mybbp1a）
がBcl6の一標的遺伝子である事が示唆された。
TRANSFACⓇを用いた解析によりMybbp1a遺伝
子のプロモーター領域にBcl6結合部位を見いだ
した。またMybbp1aと結合するc-MybはSAP遺
伝子のプロモーター領域に結合部位を有する事を
見いだした。
　そこでTfh細胞におけるc-Myb，Mybbp1aと
SAPの分子間の相互作用を明らかにするために
以下の様な免疫実験を行った。まずNP-CGGに
て免疫したマウスの脾臓よりソートしてきたTfh
細胞におけるMybbp1aおよびc-MybのmRNAの
発現を他のヘルパー T細胞と比較した。Tfh細
胞ではc-Mybが強発現しており，Mybbp1aが低
下している事が判明した。またTfh細胞において
Bcl6がMybbp1a遺伝子のプロモーター領域の上
流に実際に結合する事，c-MybがSAP遺伝子の
プロモーター領域に結合する事をChIP assayに
て確認した。
　次に，c-Mybおよび，Mybbp1aを in vitroの培
養システムでレトロウィルスベクターを用いて遺
伝子導入による強発現を行い，Tfh細胞への分化
を評価した。Mybbp1aの強発現ではTfh細胞へ
の分化誘導はコントロールと比較して低下してお
り，c-MybではTfh細胞への分化が増加する事が
確認された。
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結　　論
　Tfh細胞では他のヘルパー T細胞と比較して
c-Mybが発現し，Mybbp1aの発現は抑制されて
いる。またMybbp1a遺伝子のプロモーター領域
にBcl6が結合し，SAP遺伝子のプロモーター
領域にc-Mybが結合することにより，Bcl6は
Mybbp1aとc-Mybを介してSAPを制御する事に
よりGC-Tfh細胞への分化を誘導しているのでは
ないかと推測される。
考　　察
　今回の研究ではBcl6がSAPの発現を制御する
事によりGC-Tfhへの分化を誘導し，胚中心形成
および抗体産生に関与している事を示唆する実験
結果が得られた。
　In vitroで分化させたTfh細胞をソートして
SAPのmRNAの解析を試みたが，B細胞と強く
結合しているため解析が困難であった。そこで
マウスのナイーブCD4陽性T細胞およびEL4細
胞に対してBcl6およびSAPを誘導するシステム
を用いて，現在c-MybやMybbp1aをノックダ
ウンすることによりSAPの誘導に対する影響を
解析中である。またc-Mybのコンディショナル
ノックアウトマウスを既に入手しており，さらに
Mybbp1aのノックアウトマウスを作成するため
のベクターを既に入手している。今後はこれらマ
ウスを用いてTfh細胞の分化および機能の制御メ
カニズムについて詳細に解析する予定である。
文　　献
1） Crotty S. Follicular helper CD4 T cells （TFH）. 
Annu Rev Immunol 2011; 29: 621-63.
2） Qi H. From SAP-less T cells to helpless B cells 
and back: dynamic T-B cell interactions underlie 
germinal center development and function. 
Immunol Rev 2012; 247: 24-35.
　 2．新鮮ヒト手術検体より作成するがん幹細胞
モデルを用いたMyc・p53関連遺伝子に関
する腫瘍悪性化機序研究
千葉大学医学薬学府先端生命科学専攻脳神経外科　
千葉県がんセンター研究所がん先進治療開発研究室　
八　巻　智　洋　
はじめに
　これまで癌研究は，細胞株や疾患モデルマウス
が用いられてきたが，ヒトがん腫は不均一な遺伝
子異常が混在した細胞集団であるため，臨床に即
したがん治療や診断に重要な細胞内経路の同定が
困難であった。そこで我々は，実際の新鮮な手
術検体から不均一な細胞集団のまま細胞を培養
する 3次元培養方法（Cancer tissue originated-
spheroid; CTOS）を導入し，不均一ながん細胞
集団を継続培養する技術を確立した。既に本技
術を用いて，我々は膠芽腫の第一選択薬である
テモゾロミド（TMZ）が，代表的ながん抑制遺
伝子であるp53の family memberの一つである
TAp63を誘導し，TAp63が直接がん遺伝子MYC
を転写抑制をすることによりがん抑制作用を有し
ていることを報告した［1］。
　膠芽腫は，平均生存期間が15ヵ月と全ての癌
腫の中で最も悪性であり，その薬剤耐性獲得機
序に関する分子メカニズムの解明は治療標的を
明確にするためにも喫緊の課題である。これま
での報告で化学療法や放射線療法などのDNA損
傷に伴い，p53 family memberがGDF15（TGF-
β superfamily）を誘導することが知られており，
バイオインフォマティクス解析によりGDF15の
発現が膠芽腫のバイオマーカーとなりうることが
示唆されている。そこで生化学的手法を用いて
GDF15の膠芽腫における役割を検証した。
方　　法
　千葉県がんセンター脳神経外科で採取された良
性・悪性脳腫瘍手術検体を用い，安定的にCTOS
が作成できるかを検証した。
　また同時に，樹立したCTOSを用いて in vitro
の実験系に使用し遺伝子発現の変化を確認した。
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具体的にはGDF15が誘導する細胞内経路を誘導
するために，アフリカミドリザル腎臓由来COS-7
細胞にpcDNA3-myc-GDF15プラスミドをカチオ
ン性脂質にてトランスフェクションし，48時間
後に上清を回収後CTOSに暴露させる方法を選
択した。その後，細胞表現型の変化を光学顕微
鏡で，GDF15mRNA発現量の変化をreal time 
PCR（qRT-PCR）にて解析した。
　GDF15の上流及び下流因子の解析のため，
small interfering RNA（siRNA）を用いて遺伝子
発現の変化をqRT-PCRにて解析した。細胞増殖
への影響はMTT assayで評価した。
結　　果
　2011年 6月～2013年 1月までの期間に計28例の
CTOS作成（21例　膠芽腫， 2例　乏突起膠細胞
腫， 1例　退形成性乏突起膠細胞腫， 1例   退形
成性星細胞腫，2例　星細胞腫，1例　胚細胞腫）
を行った。全例において24時間以内にCTOSの
作成が可能であることを確認した。そのうち 5例
の膠芽腫由来CTOSにCOS7細胞由来のGDF15
タンパク高含有調整培地を曝露させたところ， 4
例で24時間後にスフェロイドの大きさ及び数がと
もに増加した。増加した 4例のスフェロイドにお
いてGDF15mRNAの発現量がコントロール群に
比べ顕著に増加していた。同様の実験をU87MG，
YH13，KNS42，SF126膠芽腫細胞株において行っ
たところ，このGDF15遺伝子の正のフィードバッ
ク機能が存在していることをqRT-PCRにて確認
した。またその正のフィードバック機能は24時
間，48時間，72時間後も持続していた。
　次に，これまで報告されているGDF15の上流
転写因子であるp53およびTAp63が本経路に関
与しているかを確認するためにp53siRNA及び
TAp63siRNAを用いて標的遺伝子をノックダウ
ンしたのち，GDF15タンパク高含有調整培地を曝
露させた。そしてqRT-PCRにてGDF15mRNA
の発現量を確認したところ，部分的な関与はある
ものの正のフィードバック機能の抑制には至らな
かった。
　また，GDF15の細胞増殖への関与を調べるた
め，GDF15タンパク高含有調整培地をU87MG及
びYH13細胞株に暴露したところ，明らかな細胞
増殖への関与は認められなかった。
考　　察
　本研究において，CTOSの技術は良性・悪性を
問わず脳腫瘍由来スフェロイド作成に有効である
ことが確認された。特にこれまで，良性腫瘍は細
胞株の樹立が困難であるため in vitro研究がほと
んどなされていなかったが，今後本技術を応用す
ることで一層研究が進展することが期待される。
　また，膠芽腫においてTGFβは膠芽腫幹細胞
性の維持に重要とされているが，特に膠芽腫で特
徴的に高発現しているGDF15が，正のフィード
バック機能を有しており，さらに膠芽腫の悪性化
に寄与していることが推測される結果が得られ
た。本研究を進めることで，次世代の膠芽腫治療
薬と期待されているTGFβ inhibitorの薬理機序
の解明に結びつくものと考えられる。
　今後は，CTOSを効率的に増幅する技術の確
立と，免疫不全マウスへの異種移植片としての
生着の有無の確認が必要である。また既知の
GDF15下流転写因子であるSmad2・Smad3の結
合配列を参考に，GDF15プロモーターのどの領
域が正のフィードバック機能に関与しているかを
Luciferase reporter assay及びクロマチン免疫沈
降法を用いて確認していく予定である。
文　　献
1） Tomohiro Y et al, Temozolomide suppresses MYC 
via activation of TAp63 to inhibit progression of 
human glioblastoma. Sci Rep 3 2013; 1160: DOI: 
10.1038/srep01160.
　 3．医薬化学研究への応用が期待される縮環性
有機分子の効率合成法の開発
千葉大学大学院薬学研究院　
根　本　哲　宏　
はじめに
　進行の一途を辿る高齢化，貧困地域における医
薬品の供給不足，医薬品需要が今後グローバルな
規模で拡大し続けることは間違いない。また，産
業廃棄物による環境汚染や，レアメタル等の有用
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当初，競合が予想された分子間アリル位アルキル
化反応による基質の多量化が大部分進行し，目的
生成物は低収率にとどまっていたが，反応溶媒系
に親水性のMeOHを添加することで問題を解決
した。また，適切なキラル配位子のスクリーニン
グを行った結果，Trost型不斉配位子を用いた場
合に高いエナンチオマー過剰率にて目的物が得ら
れた［1］。得られた生成物より数工程の変換を経
ることでパラリコリンA，セドレリンAの不斉全
合成を達成した。
考　　察
　本反応にて観測された極性溶媒の添加による反
応性の変化は，反応系中で発生するフェノキシド
アニオンをメタノールが効果的に溶媒和したこと
で，酸素アニオンからの分子間攻撃が抑制され，
芳香環上での分子内フリーデルクラフツ型置換反
応が相対的に促進されたことに起因するものと予
想される。メタノールによる酸素アニオンの溶媒
和を利用した反応性のコントロールは，Pd触媒
を用いる分子内スピロ化反応にも効果的であった
ことから［2］，一般的な戦略となり得る。
文　　献
1） Suzuki Y, Nemoto T, Kakugawa K, Hamajima 
A, Hamada Y. Asymmetric Synthesis of Chiral 
9,10-Dihydrophenanthrenes Using Pd-Catalyzed 
Asymmetric Intramolecular Friedel-Crafts Allylic 
Alkylation of Phenols. Org Lett 2012; 14: 2350-53.
2） Nemoto T, Zhao Z, Yokosaka T, Suzuki Y, Wu 
R, Hamada Y. Pd-Catalyzed Intramolecular ipso-
Friedel-Crafts Alkylation of Phenols and Indoles: 
Rearomatization-Assisted Oxidative Addition. 
Angew Chem Int Ed 2013; 52: 2217-20.
金属資源の枯渇，流通停滞も極めて深刻な社会問
題として挙げることができる。このような状況
下，医薬品開発，医薬品生産において中核的な役
割を担う有機合成化学者が目指すべき目標は「有
用化合物の生産プロセスの大幅な革新，効率化を
達成すること」これに尽きると言って良い。本研
究では，触媒反応を用いる縮環性有機分子の新規
合成法開発を通して，有機合成化学の側面から医
薬化学研究への貢献を目指した。
方　　法
　パラリコリン類，およびセドレリン類は，癌細
胞毒性を示すことが知られているジヒドロフェナ
ントレン型天然物である。本知見は，これらの天
然物が創薬化学研究におけるリード化合物として
適したものであることを示すものである。しかし
ながら，これらの化合物の天然からの供給量は少
なく，また現在までに合成法開発も達成されてい
ない。今回，Pd触媒を基盤とする不斉合成法を
用いることで，これらの天然物の新規合成法を開
発した。
結　　果
　上記の天然物が持つ10－イソプロペニル－ 9，
10－ジヒドロフェナントレン骨格は，Pd触媒を
用いるフェノールの分子内フリーデルクラフツ型
アリル位アルキル化反応で構築することとした。
